Получение высокоочищенных иммуноглобулинов класса G из сыворотки крови человека by Генералов, И. И. et al.
  52
ФАРМАКОЛОГИЯ, 
КЛИНИЧЕСКАЯ ФАРМАКОЛОГИЯ 
 
И.И. Генералов, А.М. Моисеева, 
С.В. Жерулик, А.Г. Генералова, 
Н.В. Железняк 
 
ПОЛУЧЕНИЕ ВЫСОКООЧИЩЕН-
НЫХ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ 
КЛАССА G ИЗ СЫВОРОТКИ  
КРОВИ ЧЕЛОВЕКА 
 
Витебский государственный  
медицинский университет 
 
В настоящем исследовании разра-
ботана модификация комбинированного 
метода очистки иммуноглобулинов из 
сыворотки крови человека, включающего 
преципитацию сыворотки раствором 2-
этокси-6,9-диаминоакридина лактата 
(риванола) и последующую аффинную 
хроматографию образца на сорбенте, 
содержащем протеин А золотистого 
стафилококка. Отличие предложенной 
модификации от базового варианта спо-
соба заключалось в отказе от этапа 
фильтрации пробы через активирован-
ный уголь с целью удаления остаточного 
риванола из материала. Вместо этого 
применяли препаративную гель-
фильтрацию образца на микроколонке с 
декстрановой матрицей типа молсе-
лект Г10 или сефадекс G25. Разработан-
ная модификация позволила получить 
иммунохимически и электрофоретиче-
ски гомогенный препарат IgG, при этом 
исходный объем фракционируемой сыво-
ротки был сокращен до 0,5-1,0 мл при 
количественном выходе препарата им-
муноглобулина более 50% (в исходном 
варианте использовалось 3-5 мл сыво-
ротки при 25-30% выходе IgG). 
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ВВЕДЕНИЕ 
В современной медицине и биотех-
нологии все более широкое распростране-
ние получают диагностические и лечебные 
средства на основе высокоочищенных 
средств иммуноглобулинов (ИГ) и антител 
(АТ). Область их практического примене-
ния чрезвычайно велика. В частности, спе-
цифические АТ являются важнейшим 
компонентом тест-систем, предназначен-
ных для иммунодиагностики [1], диагно-
стические средства на основе конъюгатов 
АТ с флюоресцентной [2] или радиоактив-
ной меткой [1] используются для визуали-
зации опухолевых поражений, воспали-
тельных и тромботических очагов. Еще 
одной важной нетривиальной задачей яв-
ляется получение чистых препаратов АТ и 
ИГ для последующей оценки их каталити-
ческой (абзимной) активности, что в по-
следнее время активно используется в ди-
агностике аутоиммунной патологии [3, 4]. 
С другой стороны, препараты АТ 
для пассивной иммунопрофилактики и 
иммунотерапии являются высокоэффек-
тивным средством лечения инфекционных 
и аутоиммунных болезней. По-прежнему 
широко применяются лечебные средства 
на основе поликлональных ИГ (антираби-
ческий, противокоревой, противостолб-
нячный, противодифтерийный и др. гамма-
глобулины [5]). Из препарата поликло-
нальных IgG человека получают также вы-
сокоочищенный иммуноглобулин для 
внутривенного введения [26], который об-
ладает антибактериальной и противови-
русной активностью, а также мощным 
противовоспалительным и иммунорегуля-
торным действием [6]. В последнее время 
в лечебную практику все более активно 
внедряются средства на основе монокло-
нальных химерных АТ, которые коренным 
образом меняют тактику лечения наиболее 
распространенных аутоиммунных и опу-
холевых заболеваний (инфликсимаб, ри-
туксимаб, омализумаб, даклизумаб и др. 
[7, 8], целевая («таргет») терапия конъюга-
тами «мАТ-цитостатик» и т.д. [9, 10, 11]). 
Все вышеуказанные средства для 
диагностики и лечения требуют получения 
высокочистых АТ и ИГ. Однако до сих пор 
эта техническая задача остается достаточ-
но сложной, и она решается разными спо-
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собами. В целом очистка как моно-, так и 
поликлональных ИГ сводится к трем ос-
новным направлениям. 
1) Физико-химические методы вклю-
чают в себя фракционирование сыворотки 
осаждением белковых соединений сульфа-
том аммония, сульфатом натрия, ривано-
лом, каприловой кислотой с сульфатом 
аммония [12]. В промышленных масшта-
бах гамма-глобулин получают многократ-
ным переосаждением сыворотки крови 
этанолом на холоду по Конну [13]. Все эти 
способы дают высокий выход IgG при 
меньшей чистоте получаемых средств, 
осаждение этанолом ведет также к денату-
рации белков [13]. Часто используют ком-
бинированный способ очистки поликло-
нальных иммуноглобулинов риванол-
сульфатным методом [14]. Основной его 
недостаток связан с значительной потерей 
иммуноглобулинов при очистке. Вместе с 
иммуноглобулинами преципитируют и 
другие белковые соединения, имеющие 
сходный молекулярный вес. Предложен 
также метод обработки сыворотки пепси-
ном (рН 4) с последующим удалением его 
остатка и доведением рН до 6,5 [15]. В 
этом случае очень трудно освободиться от 
остаточного фермента в растворе. 
2) Методы колоночной хроматогра-
фии основаны на способности гранул мат-
рицы фракционировать сыворотку крови в 
зависимости от молекулярной массы бел-
ковых соединений (гель-фильтрация) либо 
от заряда (ионообменная хроматография 
[1, 13, 16]). Недостатком методики гель-
фильтрации является неспособность раз-
деления ИГ по классам (кроме IgМ), так 
как остальные классы иммуноглобулинов 
имеют относительно сходную молекуляр-
ную массу и находятся в одной фракции. 
Не исключена возможность примеси и 
других белковых соединений с идентичной 
массой молекул. Иммуноглобулин для 
внутривенного введения во многих случа-
ях получают препаративной высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографией, од-
нако этот способ является весьма дорого-
стоящим. Наиболее оптимальным хрома-
тографическим методом очистки является 
ионообменная хроматография на диэтила-
миноэтил (DEAE)-сорбенте [1]. Применя-
ют также комбинированную преципита-
цию сульфатом аммония с последующей 
ионообменной хроматографией на DEAE-
матрице (например, на DEAE-сефадексе 
[17]).  
3) Методы аффинной хроматографии 
(чаще используется сорбент, коньюгиро-
ванный с протеином А золотистого стафи-
лококка) основаны на способности рецеп-
торного белка А взаимодействовать с Fc-
фрагментами иммуноглобулинов [1, 2, 18, 
19, 20]. Данный метод специфически вы-
деляет иммуноглобулины, снижая до ми-
нимума примеси других белковых соеди-
нений. Однако после аффинной очистки 
этим способом в растворе, помимо имму-
ноглобулинов класса G, содержатся ИГ 
других классов, в частности, IgA и IgM 
[21]. Тем не менее, данный метод является 
основным при получении ИГ, в первую 
очередь, для диагностических целей, на-
пример, для моноклональных АТ-
диагностикумов. 
Ранее нами была предложена собст-
венная комбинированная методика очист-
ки IgG (Конорев М.Р. с соавт. [22]), осно-
ванная на выделении поликлональных ИГ 
путем переосаждения сыворотки ривано-
лом с последующей аффинной хромато-
графией на агарозе, конъюгированной с 
протеином А золотистого стафилококка. 
Способ доказал свою высокую эффектив-
ность, обеспечивая получение препаратов 
ИГ высокой степени очистки с выходом 
~30% [23], однако при получении IgG из 
малых объемов материала потери ИГ во 
время очистки увеличивались (более 70%). 
В настоящем исследовании мы про-
должили усовершенствование данного 
способа с разработкой его модификации, 
позволяющей проводить очистку IgG из 
0,5-2,0 мл сыворотки. При этом нами было 
проведено сравнение различных методов 
очистки с выбором наиболее оптимального 
из них. 
Целью нашего исследования стала 
разработка комбинированной методики 
получения высокоочищенных IgG с увели-
чением их выхода из малых объемов сыво-
ротки. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В качестве материала для получе-
ния IgG использовали объединенную сы-
воротку (свыше 20 образцов) больных 
ревматологическими заболеваниями с вы-
сокой концентрацией IgG (более 15 мг/мл 
по данным иммуноферментного анализа). 
Анализ выполняли, используя тест-
систему ЗАО «Вектор-Бест» (Россия) со-
гласно инструкции, прилагаемой к набору. 
Базовая схема очистки IgG на пер-
вом этапе включала переосаждение сыво-
ротки 0,75% раствором риванола (2-
этокси-6,9-диаминоакридина лактата) в 
соотношении 1:2 в течение 2 часов при 
4оС. Использование риванола обеспечива-
ет удаление альбумина, а также альфа- и 
бета-глобулинов из образца сыворотки 
[24]. 
Далее проводили обработку пробы 
на колонке с активированным углем для 
связывания остатков риванола [1]. Полу-
ченную смесь подвергали аффинной хро-
матографии, пропуская ее через колонку с 
агарозой, конъюгированной с рекомби-
нантным протеином А золотистого стафи-
лококка (Pierce, США), уравновешенную 
0,1М фосфатным буфером со скоростью 
около 0,5 мл в минуту. После этого колон-
ку последовательно промывали 0,1М фос-
фатным буфером рН 7,4 с 1% раствором 
тритона Х-305, а затем без детергента в 
количестве 5-6 объемов колонки до исчез-
новения белка в элюенте. Элюцию свя-
завшихся иммуноглобулинов класса G 
(G1,G2,G4) вели 0,1М глицин-HCl буфе-
ром рН 2,8 до исчезновения белка в элю-
енте (отбирали отдельно фракции по 1-1,5 
мл). Фракции, содержащие наиболее вы-
сокие концентрации белка, объединяли. 
Пробы немедленно нейтрализовали 1М 
глицин-HCl буфером рН 9,0. Концентра-
цию белка в препаратах определяли спек-
трофотометрически на длине волны 280 
нм или по методу Бредфорд [25]. Хранили 
иммуноглобулины в пластиковых пробир-
ках в морозильнике при температуре 20оС.  
Исходя из полученных нами пред-
варительных данных, суммарный выход 
IgG при очистке таким способом снижает-
ся при уменьшении исходного объема сы-
воротки до 2-3 мл и менее. В некоторых 
случаях это является критичным, в частно-
сти, при получении мышиных монокло-
нальных АТ для иммунодиагностики [20] 
или при оценке каталитической активно-
сти АТ у больных детей, где объем сыво-
ротки для взятия ограничен 1-2 мл. Отсю-
да для выделения IgG из малых объемов 
сыворотки нами была разработана новая 
модификация базового способа риванол-
аффинной хроматографии. Исходный ме-
тод для очистки IgG из 1 мл сыворотки 
был модифицирован следующим образом:  
(1) концентрация риванола была уве-
личена вдвое с одновременным двукрат-
ным снижением его объема;  
(2) вместо удаления риванола с помо-
щью активированного угля использовали 
препаративную гель-фильтрацию образца 
на колонке с мелкопористым декстраном 
Молселектом Г10; во время гель-
фильтрации удаляли риванол и низкомоле-
кулярные примеси.  
Дальнейший ход выделения не от-
личался от вышеописанного. В качестве 
методов сравнения использовали несколь-
ко дополнительных способов очистки: 
1) трехкратную преципитацию сыво-
ротки 40% сульфатом аммония, диализ; 
2) трехкратную преципитацию сыво-
ротки 40% сульфатом аммония, аффинную 
хроматографию на стафилококковом про-
теине А, диализ; 
3) преципитацию сыворотки ривано-
лом, DEAE-хроматографию на матрице 
Toyopearl HW 650M или Молселект DEAE 
А50 на 0,01М фосфатном буфере рН 7,4; 
аффинную хроматографию на стафилокок-
ковом протеине А, диализ. 
Качественное определение ИГ раз-
личных классов в образцах проводили им-
мунодиффузией по Оухтерлони и иммуно-
электрофорезом по Грабару-Уильямс как 
описано в [1]. При постановке данных им-
мунологических методик применяли анти-
сыворотки к сывороточным ИГ классов G, 
A, M производства РНИИЭМ им. Н.Ф. Га-
малеи (Москва), а также антисыворотку ко 
всем сывороточным белкам производства 
НИИЭМ (Нижний Новгород).  
Степень чистоты полученных 
средств оценивали электрофорезом в 10-
12% полиакриламидном геле (ПАГ) с до-
  55
децилсульфатом натрия в невосстанавли-
вающих или восстанавливающих условиях 
в присутствии 0,1% 2-меркаптоэтанола. 
Методику выполняли в приборе для верти-
кального электрофореза в пластинах в сис-
теме буферов по Laemmli [26]. Пробы ИГ 
предварительно диссоциировали кипяче-
нием в течение 2 минут в присутствии 1% 
додецилсульфата натрия (ДДС-Na, SDS-
Na) и при необходимости – 2% меркапто-
этанола. Белковая нагрузка в большинстве 
экспериментов составляла 8-10 мкг IgG на 
трек. 
Фиксацию белков осуществляли 
50% раствором трихлоруксусной кислоты 
в течение 1 ч. Окраска – кумасси яркий 
голубой R250, 0,1% раствор, до полного 
прокрашивания геля. Пластины с гелем 
отмывали 7,5% уксусной кислотой. 
 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Контроль чистоты IgG, полученных 
различными способами, выявил, что за ис-
ключением трехкратной преципитации 
сульфатом аммония остальные методы 
дают электрофоретически и иммунохими-
чески гомогенный IgG (рис. 1, 2, 3, 4). 
Можно заключить, что без стадии аффин-
ной хроматографии выделение фракции 
иммуноглобулинов высокой степени чис-
тоты вызывает значительные сложности. 
По литературным данным, для этого необ-
ходимо увеличить кратность переосажде-
ний гамма-глобулинов до 4-5 раз [1]. Это 
ведет к существенным потерям белка из-за 
необратимого осаждения части молекул 
ИГ [13]. В свою очередь, комбинирован-
ный метод преципитации сыворотки суль-
фатом аммония с последующей аффинной 
хроматографией на стафилококковом про-
теине А позволяет получить гомогенную 
IgG-фракцию. 
Введение стадии хроматографии ИГ 
на слабом анионите (DEAE-
хроматография) улучшает качество их 
очистки (рис.5, трек 2), однако конечный 
результат методики не отличается от лю-
бого комбинированного метода, вклю-
чающего стадию аффинной сорбции. 
Таким образом, для получения го-
могенных препаратов АТ и ИГ класса IgG 
в методику необходимо включить этап 
аффинной хроматографии на сорбенте со 
специфическим рецептором к иммуногло-
булинам (например, с протеином А стафи-
лококка или G стрептококка [27]). 
В свою очередь, при оценке раз-
личных вариантов комбинированного аф-
финно-хроматографического метода очи-
стки преимущества имеет разработанная 
нами модификация способа, включающего 
преципитацию сыворотки раствором рива-
нола и аффинную хроматографию на ста-
филококковом протеине А. При этом уда-
ление риванола из раствора следует прово-
дить препаративной хроматографией на 
декстрановой матрице типа сефадекса или 
молселекта. 
Было обнаружено, что в исходном 
варианте способа наибольшие потери бел-
ка (в том числе IgG) наблюдаются при об-
работке пробы активированным углем по-
сле этапа преципитации сыворотки рива-
нолом. В свою очередь, гель-фильтрация 
на Молселекте Г10 не приводила к значи-
тельным потерям ИГ при полном удалении 
риванола. Модифицированный метод по-
зволяет выделять до 9 мг IgG из 1 мл сы-
воротки (выход 50-60%). Для сравнения в 
базовом варианте способа с удалением ри-
ванола на активированном угле было по-
лучено около 3,5 мг IgG (выход – менее 
25%), при этом ИГ оказался разбавленным 
более чем в 3 раза (таблица 1). Декстрано-
вая матрица молселекта или сефадекса 
может быть использована многократно по-
сле удаления адсорбированного риванола 
обработкой буфером с кислым рН. 
 
Таблица 1 – Сравнительная характеристика предложенного метода очистки IgG  
в сравнении с прототипом 
Метод Объем конечного 
образца, мл 
Конц. IgG, 
мг/мл 
Общее кол-во IgG, 
мг/мл 
Выход, 
% 
Исходный (прототип) 9,0 0,406 3,65 22,8 
Модифицированный 6,0 1,52 9,12 57,0 
Примечание. Исходный объем сыворотки – 1 мл, концентрация IgG в сыворотке, определен-
ная методом ИФА – 16 мг/мл. 
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Примечание. На фотографии представлен образец IgG, очищенный после переосаждения сы-
воротки риванолом на активированном угле (нижние лунки) или на Молселекте Г10 (лунки справа). 
Обе модификации приводят к получению IgG без примесей других классов иммуноглобулинов. 
Рив-НО – надосадочная жидкость непосредственно после обработки сыворотки риванолом; 
СПБЧ – сыворотка против всех сывороточных белков человека, анти-IgA, анти-IgM, анти-IgG – 
соответствующие антисыворотки. 
 
Рис. 1. Иммунодиффузия по Оухтерлони IgG, полученных различными методами  
риванол-аффинной хроматографии 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 2. Иммуноэлектрофорез препаратов IgG, полученных методом риванол-аффинной 
хроматографии 
 
Анти-IgG сыворотка 
Сыворотка против всех 
сывороточных белков 
человека 
Анти-IgG сыворотка 
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A.       B. 
A. SDS-Na-электрофорез IgG в ПАГ в невосстанавливающих условиях. 
В. SDS-Na-электрофорез IgG в ПАГ в восстанавливающих условиях с 0,1% 2-
меркаптоэтанолом. Диссоциация проб проводилась в присутствии 1% SDS-Na и 5% 2-
меркаптоэтанола. 
Рис. 3. Электрофорез выделенных препаратов IgG в 12% ПАГ в присутствии SDS-Na,  
окраска Coomassie R250 
 
 
 
Примечание: 1, 2, 3 – одно-, двух- и трехкратная преципитация плазмы сульфатом аммония, 
соответственно, диализ; 4 – трехкратная преципитация сыворотки сульфатом аммония, аффин-
ная хроматография, диализ; 5, 6 – очистка сыворотки раствором риванола, аффинная хроматогра-
фия, диализ. 
Рис. 4. Электрофорез выделенных препаратов IgG в 12% ПАГ в присутствии SDS-Na, 
окраска Coomassie R250 
Тяжелые цепи IgG 
 
 
 
 
Легкие цепи IgG 
 1      2     3      4      5     6 
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Рис. 5. Этапы очистки препарата поликлональных IgG  из сыворотки (электрофорез в при-
сутствии 1% SDS-Na, окраска Кумасси R250) 
 
Метод с переосаждением сульфа-
том аммония и аффинной хроматографией 
также уступал разработанной нами моди-
фикации (выход IgG был ниже в 1,5-2 
раза). Кроме того, возникли существенные 
трудности при растворении IgG после со-
левой преципитации. Это потребовало до-
полнительной фильтрации пробы через 
нитроцеллюлозные фильтры. 
Методы иммунохимического ана-
лиза и электрофорез в ПАГ подтвердили 
гомогенность препаратов IgG, полученных 
с помощью предложенного комбиниро-
ванного метода очистки (рис. 1-4) В целом 
разработанная нами модификация выделе-
ния IgG оказалась оптимальной как по 
степени чистоты ИГ, так и по их количест-
венному выходу. 
В предлагаемую комбинацию в ка-
честве обязательного этапа входит аффин-
ная хроматография на матрице со стафи-
лококковым протеином А. Первоначально 
этот метод очистки отличался высокой 
стоимостью [13], однако в настоящее вре-
мя такие сорбенты массово выпускаются 
по рекомбинантной технологии, что суще-
ственно удешевило методику. С учетом 
того, что стафилококковый протеин А свя-
зывает с высокой аффинностью не только 
ИГ человека, но и многих других видов 
млекопитающих, в частности мыши и кро-
лика, данный способ получил широкое 
распространение в иммунохимии [20, 21]. 
В целом разработанная нами моди-
фикация может использоваться при выде-
лении иммуноглобулинов класса G из сы-
воротки крови с целью дальнейшего их 
изучения, а также для приготовления мо-
ноклональных антител, каталитических 
АТ-абзимов, люминесцирующих антител и 
других конъюгатов, например, для прове-
дения иммуноферментного и радиоиммун-
ного анализа, вестерн-блотинга, иммуно-
гистохимических методов. 
 
ВЫВОДЫ 
1. Комбинированные методы очи-
стки поликлональных иммуноглобулинов 
класса G с использованием аффинной 
хроматографии на сорбенте со стафило-
кокковым протеином А позволяют полу-
чить иммунохимически и электрофорети-
чески гомогенный иммуноглобулин. 
2. Разработанная модификация ме-
тода риванол-аффинной хроматографии 
позволяет проводить очистку IgG из малых 
объемов сыворотки (0,5-2,0 мл) c количе-
ственным выходом более 50%. 
Исследование выполнено при под-
держке Белорусского Республиканского 
Фонда фундаментальных исследований, 
грант БРФФИ №Б08Р-010. 
 
1. После обработки  
риванолом 
 
2. После DEAE- 
хроматографии 
 
3. После аффинной 
хроматографии  
на протеине А 
1 2 3 
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SUMMARY 
 
I.I. Generalov, A.M. Moiseeva, S.V. Zherulik, 
A.G. Generalova, N.V. Zheleznyak 
ISOLATION OF HIGHLY PURIFIED IM-
MUNOGLOBULINS G FROM HUMAN 
SERUM 
The modification of combined method 
for purification of immunoglobulins from 
human serum that primarily includes serum 
precipitation with solution of 2-ethoxy-6,9-
diaminoacridine lactate (or rivanol) followed 
by affinity chromatography on matrix coupled 
with staphylococcal protein A was elaborated. 
The main difference of proposed modification 
from basic variant of method implicates the 
replacement of intermediate purification step 
with new one resulting in elimination of extra 
rivanol amounts from the processed serum. 
The initial method uses rivanol absorption via 
sample filtration through the charcoal car-
tridge whereas the modified procedure pro-
vides fast clarification of immunoglobulins 
from rivanol by means of preparatory size-
exclusion chromatography on commercial 
dextran matrices (Sephadex G25, Molselect 
G10 or others). This improved technique 
yields highly homogenous IgG preparation 
according to electrophoresis data and immu-
nochemical analysis. Also the modification 
lowers the minimal amounts of serum re-
quired for successful purification (up to 0,5-
1,0 ml instead of 3-5 ml in primary method) 
and gives higher yield of immunoglobulins 
(more than 50% against 25-30% in former 
typical runs). 
Keywords: immunoglobulin G, meth-
ods of purification 
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ИЗУЧЕНИЕ ФАРМАКОЛОГИЧЕ-
СКОЙ АКТИВНОСТИ ЛЕКАРСТВЕН-
НЫХ ФОРМ МЕЛОКСИКАМА 
 
Республика Узбекистан, 
Ташкентский фармацевтический институт 
 
Мелоксикам (торговое наимено-
вание - мовалис) относится к группе 
производных энолиновой кислоты. К на-
стоящему времени проведены рандоми-
зированные исследования эффективно-
сти мелоксикама и таких неселектив-
ных нестероидных противовоспали-
тельных средств, как диклофенак на-
трия и пироксикам: полученные данные 
показали сопоставимый терапевтиче-
ский эффект и существенно меньшую 
частоту побочных реакций.  
Учитывая вышеизложенное, в 
Ташкентском фармацевтическом ин-
ституте была разработана технология 
лекарственного средства (ЛС) - генерика 
в форме таблеток «Мелоксикам» и про-
